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摘要 : 根据 禾 本 科 ZE43 基因 保守 序列 设计 简 并 引物 ， 同 时 结合 RACE 方法 获得 高 梁 LEA3 基因 全 长 cDNA 
序列 1032 bp， 该 序列 含有 一 个 612 bp 的 阅读 框 ， 编 码 203 TAER, 包含 7 个 串联 的 LEA3 蛋白 的 基 元 
序列 。 通 过 与 玉米 、 小 麦 、 水 稳 、 大 麦 的 LEA3 蛋白 序列 比较 ， 氨基酸 序 列 同 源 性 分 别 为 73.8% , 53. 7796 、 
45.63% 和 53.99% ; 其 编码 蛋白 理论 相对 分 子 量 为 21.22 kD, EA pI=8.79; 和 蛋白质 二 级 结构 预测 表明 
2 Bt a 螺旋 结构 占 主 导 ， 与 目前 已 知 的 多 种 植物 的 LEA3 蛋白 具有 相似 的 结构 功能 域 。 通 过 热 不 对 称 交错 
PCR (TAIL-PCR) 技术 获得 LEA3 基因 启动 子 749 bp 的 DNA 序列 ,该 区 域 包 含 ABA 应 答 元 件 、 干 旱 胁迫 
应 答 元 件 、 以 及 胚胎 和 胚乳 特异 表达 元 件 ; 通过 PHyML 软件 构建 了 禾 本 科 植 物 LE43 基因 ML 系统 树 。 这 
些 研究 结果 为 深入 了 解 该 基因 的 功能 和 高 梁 抗 旱 的 分 子 机 理 提供 了 基础 数据 。 

关键 词 : 高 梁 ; LEA3 蛋白 ; 克隆 ; 启动 子 ; ML 树 
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文章 编号 : 2095-0845 (2013)05-585-09 


Cloning and Characterization of the LEA3 Protein Gene 
and Promoter from Sorghum bicolor 


SUN Xiao-Jiao, TANG Xiao-Qian, YU Li-Xia, BAI Qiong, YAN Bo” 
( Faculty of Landscape Architecture, Southwest Forestry University, Kunming 650224 , China) 


Abstract; A pair of degenerate primers was designed according to reported fragments of LEA3 genes in GenBank. U- 
sing these primers a new cDNA fragment of 1 032 bp was amplified by PCR and RACE from total RNA of Sorghum 
bicolor, which indicated that the open reading frame region of the gene was 612 bp ( GenBank accession number 
GQ494000). It is predicted that the sequence encodes 203 amino acids with a molecular weight of about 21.22 kD, 
includes seven characteristic motifs of LEA3 and has a theoretical isoelectric point of 8. 79. The sequence shows a 
similarity of 73. 896 , 53. 7796 , 45. 63% and 53. 9996 with Zea mays, Triticum aestivum, Oryza sativa and Hor- 
deum vulgare LEA3 sequences, respectively. The secondary structure of the Sorghum LEA3 protein exhibited a quan- 
tity of a-helix dominant structures that were similar to those found in many other plants. In addition, a 749 bp DNA 
sequence was isolated from Sorghum genomic DNA by Thermal Asymmetric Interlaced PCR ( Tail-PCR). This pro- 
moter region was predicted to contain ABA and drought stress response elements of embryo and endosperm-specific 
genes Sequences of Gramineae LEA genes were aligned using the profile alignment function of ClustalX , and maxi- 
mum likelihood phylogenetic analyses were conducted using PHyML. The research forms part of an analysis of 
drought-resistant mechanisms and gene function in Sorghum. 


Key words: Sorghum bicolor; LEA3 protein; Clone; Promoter; ML tree 
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基因 编码 的 蛋白 质 在 生物 体内 具有 非常 重要 的 生 
理 功 能 ， 它 们 都 具有 串联 的 11 个 氨基 酸 基 元 序 
列 (T/A A/T O/E A/T A/T K/R Q/ED K/R A/T 
X E/DQ) 的 重复 排列 (Baker 等 , 1988) ， 可 形成 
FIKHI w- 螺 旋 结 构 ， 在 植物 受到 干旱 胁迫 时 ， 
能 避免 细胞 内 高 浓度 离子 的 积累 引起 的 损伤 ， 同 
时 可 以 防止 组 织 过 度 失 水 (Dure, 1993) , 自分 
离 得 到 LEA 蛋白 (late embryogenesis abundant 
protein). 以 来 ， 对 LE43 基因 的 研究 报道 越 来 越 
多 ,许多 研究 结果 都 表明 LEA 基因 的 表达 与 植 
物 的 抗旱 性 密切 相关 ， 其 表达 量 与 植物 的 抗 脱水 
能 力 呈 正 相 关 。Hong (2000) 发 现 大 麦 在 冷 驯 
化 过 程 中 能 诱导 HVA 基因 的 表达 ， 产 生 LEA3 
蛋白 。Xu 等 (1996) 将 HVAL 蛋白 基因 转 和 人 水 
稻 中 ， 结 果 表 明 转 基因 水 稻 提 高 了 对 水 分 胁迫 和 
高 盐 胁 迫 的 耐 受 性 。 王 瑛 等 (2007) 将 大 麦 的 
LEA3 基因 转 入 紫花 首 蒂 中 ， 获 得 耐 盐 能 力 增强 
的 转基因 植株 。 刘 祥 久 等 (2005) 将 LE43 基因 
导入 到 稳定 的 玉米 自 交 系 中 ,通过 对 其 后 代 进 行 
抗旱 鉴定 ， 发 现 各 自 交 系 的 抗旱 性 能 都 有 所 提高 。 
Maqbool 4& (2002) 将 LE43 基因 导入 燕麦 中 ,并 
获得 了 具有 了 耐 旱 、 耐 盐 的 转基因 燕麦 。 钞 刚 等 
(2007) 对 比 抗旱 性 不 同 的 青 牺 品 种 之 间 LEA 有 蛋 
白 的 抗旱 单元 保守 基 元 拷贝 数 有 差异 。 

LEA3 基因 在 胚胎 或 种 子 成 熟 过 程 中 丰富 表 
达 ， 在 种 子 萌发 后 的 几 小 时 内 迅速 减少 ， 且 无 组 
织 器 官 特异 性 (Zhang %®, 2002), ÆR, 3., 
叶 中 均 有 表达 。 其 表达 受 ABA 和 脱水 信和 号 的 诱 
F, 在 植物 遭受 水 份 胁迫 时 ， 内 源 ABA 的 量 会 
升 高 ， 脱 水 信号 通过 ABA 诱导 LE43 基因 表达 
(Shao 等 ，2005 )。 因 此 本 实验 采用 施加 外 源 
ABA 的 方法 诱导 高 梁 LEA3 基因 的 表达 。 

染色 体 步 移 技术 (Genome Walking) 是 以 生 
物 基因 组 或 基因 组 文库 中 的 已 知 序列 为 依据 逐步 
探知 其 侧 恤 未 知 序列 的 技术 (Ochman 等 ,1988 ; 
Rosenthal 和 Jones, 1990; Lagerstrom ^&, 1991; 
Sarkar ^5, 1993), ， 在 此 基础 上 Liu 和 Whittier 
(1995) 采用 交错 改变 退火 温度 的 方法 改变 PCR 
的 “严谨 性 ” 即 热 不 对 称 交 错 PCR (Thermal 
Asymmetric Interlaced PCR, TAIL-PCR) 技术 ， 
增加 “特异 带 ” 的 产量 ， 消 除 “ 非 特异 带 ” 的 
干扰 ， 巧 妙 的 解决 了 “非特 异 带 ”的 识别 问题 。 














其 主要 原理 是 : 根据 已 知 DNA 序列 ,设计 3 条 
同 向 且 退 火 温度 较 高 的 特异 引物 (specific prim- 
er, SP) 和 8 种 退火 温度 较 低 的 兼并 引物 ( arbi- 
trary degenerate primer，AP) ， 然 后 进行 3 UC 
的 热 不 对 称 PCR 反应 以 期 获得 某 基因 的 侧 性 序 
列 。 该 技术 简单 快速 、 高 效 特异 、 可 对 产物 直接 
测序 ， 已 经 成 为 分 子 生物 学 研究 中 非常 实用 的 基 
因 侧 辟 序 列 克 隆 技术 (Benkel 和 Fong, 1996; 
Jones 和 Winistorfer, 1992, 1997; Yan 等 ，2003 ; 
Parker 等 , 1991; Qin 55, 2003; Antal 55, 2004) , 
该 技术 在 基因 克隆 、 寻 找 已 知 基 因 的 启动 子 和 调 
控 元 件 、 研 究 基 因 的 内 含 子 和 外 显 子 边界 、 分 析 
转基因 生物 基因 组 中 外 源 基 因 的 插入 位 点 等 方面 
已 有 广泛 的 应 用 。 

高 梁 ( Sorghum bicolor L. Moench) ERK 
科 重 要 的 粮食 作物 和 经 济 作物 ， 但 目前 还 没有 关 
于 高 梁 LE43 基因 的 报道 ， 本 研究 运用 简 并 PCR 
FI RACE 相 结 合 的 方法 克隆 了 高 梁 的 LE43 基 
因 ， 并 对 其 推断 的 氨基 酸 序列 进行 了 分 析 和 功能 
预测 ;运用 Tail-PCR 技术 克隆 高 梁 LE43 基因 的 
启动 子 ， 该 序列 包含 TATA-box, CAAT-box 及 一 
些 重要 的 与 抗旱 相关 以 及 与 胚胎 发 育 阶段 相关 的 
作用 元 件 ， 瞳 示 了 ZE43 基因 在 ABA 诱导 中 的 作 
用 以 及 该 基因 在 表达 中 可 能 具有 的 一 些 特点 。 





























1 材料 与 方法 
1.1 供 试 材料 甜 高 梁 雅 1 号 
1.2 实验 方法 
1.2.1 实验 试剂 ”植物 总 DNA 提取 试剂 盒 ， 总 RNA 提 
取 试 剂 盒 ， 胶 回收 试剂 盒 购 于 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ， 
逆转 录 相 关 试 剂 ，7ag DNA 聚合 酶 ， 末 端 转移 酶 (TdT)， 
pMD18-T 载体 及 相关 试剂 购 于 宝生 物 工程 有 限 公 司 ， 大 
肠 杆 菌 DH5a 为 本 实验 室 保存 菌 种 。 
1.2.2 DA BR LEA 基因 
1.2.2.1. RACE 克隆 高 梁 LEA3 全 长 cDNA 序列 

根据 大 麦 (X13498), 、 小 麦 ( AY148492 ) 4E E 
(ABI81485) 、 水 稻 (OSUS7641) 、 玉 米 (NM_001111828 ) 
的 LE43 基因 序列 ， 设 计 一 对 简 并 引物 (Yu 等 ,2010) 
FP, RP, D10.1 mmol: L ABA 低温 避 光 处 理 24h 的 高 
粱 幼苗 ， 提 取 总 RNA， 以 合成 的 cDNA 第 一 链 为 模板 进 
f; PCR 扩 增 反应 ， 其 PCR 反应 体系 为 : 模板 1 uL, 5| 
物 各 1 uL, 10xBuffer 2.5 uL, MgCl, 1.5 uL, 2. 5xaNTP 
2 pkL， 二 甲 基 亚 砚 (DMSO) 2 uL, Taq B0. 15 uL, ddH,O 
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14 RL。 反 应 条 件 为 : 94 C 预 变性 3 min; 35 个 循环 反应 : 
94 C 30 s, 53 C 30 s, 72% 1 min, 72 C 4E fH 10 min, 
PCR 产物 电泳 、 回 收 、 连 接 、 转 化 测序 。 引 物 合 成 及 测 
序 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 完成 ( 表 1)。 
采用 末端 脱氧 核糖 核酸 转移 酶 (TDT) 对 高 梁 cD- 
NA 进行 末端 加 尾 ， 加 尾 后 作为 模板 ， 根 据 简 并 引物 获 
得 的 序列 片段 测序 结果 ,设计 2 3'RACE (Liu 和 Gor- 
ovsky, 1993; Ruberti 等 ，1994) 引物 P5, OuterP 和 P6, 
InnerP， 进 行 套 式 PCR， 反 应 体系 同上 。 以 第 1 轮 PCR 
产物 做 模板 ， 用 P6 、InnerP 引物 进行 第 2 轮 扩 增 。 同 时 
设计 1 对 5 ' 端 引物 Pl, 、P2， 进 行 PCR， 体 系 同 上 。PCR 
产物 电泳 、 回 收 、 连 接 、 转 化 测序 。 并 根据 测序 结果 设 
计 特 异 引物 ， 以 高 粱 DNA 为 模板 ， 进 行 PCR 反应 ， 确 
定 高 梁 LE43 基因 的 内 含 子 区 域 。 
1.2.2.2  Tail-PCR 克隆 高 梁 LEA3 基因 启动 子 序列 
提取 高 梁 总 DNA 作为 模板 ， 以 获得 的 高 梁 LE43 基 
因 测 序 结果 设计 Tail-PCR 引物 BF 、P8， 以 PP2 P7, P8 共 
3 个 向 外 (3'-5') 引物 分 别 作为 第 一 轮 、 第 二 轮 、 第 三 
轮 梨 式 特异 引物 ， 顺 次 与 8 个 随机 引物 AD1-AD8 (X1) 
组 合 进行 Tail-PCR 扩 增 ， 反 应 体系 : 模板 1 kL， 引物 各 1 
pL, 10xBuffer 2.5 uL, MgCl, 1.5 uL, 2.5xdNTP 2 uL, 

































































ZP (DMSO) 2 uL, Taq BE 0.15 uL, ddH, O 14 
HL。 简 并 引物 的 浓度 是 特异 引物 的 4 倍 ， 第 1 轮 产 物 稀 
释 10 倍 后 作为 第 2 轮 PCR 的 模板 , 第 2 轮 产 物 稀释 10 fi 
作为 第 3 轮 PCR 模板 。Tail-PCR 条 件 ( 罗 丽 娟 和 施 季 森 ， 
1993; Xu 等 , 2007; Ying 等 , 2002) ( 表 2)。 第 3 轮 PCR 
产物 进行 电 沪 分离、 回收 合适 片段 、 连 接 、 转 化 测序 。 
1.3 LEA3 基因 序列 特征 性 分 析 

将 获得 的 高 梁 ZE43 基因 翻译 成 氨基 酸 序列 ， 并 与 
玉米 (NMO001111828)、 小 麦 (AYIA8492) 、 水 稻 (DQ789359) 、 
KZ (X78205) 的 LEA3 蛋白 序列 比较 。 
1.4 AR LEA3 蛋白 亲 / 疏 水 特征 性 分 析 

在 分 析 LEA3 RABKI, RH Tom Hall 公司 
开发 的 BioEdit 软件 。 
1.5 高 梁 LEA3 蛋白 二 级 结构 预测 

高 梁 LEA3 和 蛋白 氨基 酸 序 列 利用 Protparam 工具 在 线 
http://www. expasy. org/tools/protparam. html 预测 蛋白 质 
的 基本 理化 性 质 ， 以 http://www. ncbi. nih. gov/gorf/gorf. 
html 上 的 OFR Finder 软件 进行 开放 阅读 框 分 析 ; 采用 
SOPMA 网 络 服务 器 在 线 分 析 软 件 http ://npsa-pbil. ibep. 
fr/cgi-bin/npsa, automat. pl? page Z/NPSA/npsa. sopma. html 
预测 高 梁 LEA3 蛋白 的 二 级 结构 。 



























































表 1 高 梁 LEA3 基因 扩 增 引物 及 序列 


Table 1 Primers names and sequences of Sorghum bicolor LEA3 gene 


引物 序列 (5'3') Primer sequence (5'23") 




















名 称 Primer name 缩写 Abbreviation 
第 一 链 cDNA 合成 引物 dTP 
简 并 引物 (上游 ) FP 
简 并 引物 (CFR) RP 
3'race 引物 1 (EWE) P5 
3'rce 引物 1 C PUR) OuterP 
3'race 5|] IL. (上游) P6 
3'race 引物 了 CFE) InnerP 
5'race 引物 (上 游 ) P1 
5'race 引物 (下 游 ) P2 
Tail-PCR 引物 P7 
Tail-PCR 引物 P8 
随机 引物 ADI 
随机 引物 AD2 
随机 引物 AD3 
随机 引物 AD4 
随机 引物 ADS 
随机 引物 AD6 
随机 引物 AD7 
随机 引物 ADS 














TACCGTCGTTCCACTAGTGATTTCACTATAGG (T); 
GCCGGCGAGRCCAAGGSMC 
GSCGGWYTTGTCCTTGCCGG 
GCAGCTACCTTGGCCAGAAG 
TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT 
GACCACGGAGTCCACCAAGC 
TCCACTAGTGATTTCACTATAGG 
GGCCACGCGTCGACTAGTACCCCCCCCCCCCCCCCD 
CCTCGGTCTTCTGGCCAAGG 
TTGCCGGCCTGGTAGCTGGCC 
CGATCAGTAGCTGTTTGAAGC 
NTCGASTWTSGWGTT 

NGTCGASWGANAWGAA 

WGTGNAGWANCANAGA 

TGWGNAGSANCASAGA 

AGWGNAGWANCAWAGG 

CAWCGWCNGANASGGA 

TCSTNCGNACNTWGGA 

NTCAGSTWTSGWGWT 


G/A; S: C/G; M: C/A; W: A/T; Y: C/T; D; A/T/G; N: A/G/C/T 
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R2 Tail-PCR 技术 分 离 高 梁 DNA MRE 
Table 2 Using Tail-PCR to isolate the DNA flanking 
sequence of Sorghum bicolor 


文件 ”循环 








应 : 温度 设 定 
反应 号 次数 温度 设 定 
1 1 94 C 1 min, 25 C 3 min, 
VJ 0.3 C/s JF 28 72 C, 72 % 2.5 min 
第 1 轮 2 15 94 C 1 min, 58 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
94 C 1 min, 58 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
94 C 1 min, 44 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
3 1 72 C 5 min 
4 1 94 C 1 min 


94 © 1 min, 58 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
94 © 1 min, 58 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
94 C 1 min, 44C 1 min, 72 © 2. 5 min 





72 *C 5 min 
1 94 C 1 min 
94 C 1 min, 58 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
94 C 1 min, 58 C 1 min, 72 © 2. 5 min 
94 C 1 min, 44 C 1 min, 72 © 2. 5 min 





72 *C 5 min 


1.6 系统 进化 树 构建 

提取 GenBank 中 已 登录 的 植物 LE43 基因 序列 和 获 
得 的 高 梁 LEA3 基因 序列 ， 通 过 分 析 研 究 (Schmidt 和 
Schneider-Poetsch , 2002), EP EETR Medicago truncatula 
( XM-003590357. 1) , K Glycine max (NM-001251617. 1) 
为 外 类 群 ， 和 高 粱 Sorghum bicolor ( GQ494000) , vK 
Agropyron cristatum ( JN007028. 1), 484 = Brachypodium 
distachyon (XM-003565927. 1 )、 五 芒 稚 麦草 Bromus inermis 
(AB181485.1), KÆ Hordeum vulgare ( AK372106. 1) 、 金 
发 草 Pogonatherum paniceum ( GU947649. 1) 、 小 麦 Triticum 
aestivum ( AY148492.1) 、 玉 米 Zea mays (NM-001153473.1)、 






































Tail-PCR 第 2 轮 M 








ADI AD2 AD4  AD5 AD6 AD7 


AD3 





图 1 A% LEA3 基因 启动 子 的 Tail-PCR 扩 增 





Fig. 1 





AT Ampelocalamus calcareous (本 实验 克隆 )、 发 草 De- 
schampsia caespitosa ( NM-001146273.1) , 25 H Zizania lat- 
ifolia (GQ494017. 1) 以 及 水 稻 Oryza sativa ( DQ789359. 1) 
14 种 植物 LEA3 基因 编码 序列 ， 使 用 jModelTest0. 1 软件 
(Posada 和 Crandall, 1998) 选择 ， 自 展 分 析 1 000 KE 
复 , 采用 PHYML 软件 构建 LE43 基因 ML (Maximum 
likelihood tree) 系统 树 。 



































2 结果 与 分 析 
2.1 m3 LEA3 基因 核 苷 酸 序 列 分 析 

利用 简 并 引物 FP, RP ( 表 1)， 结 合 RT- 
PCR fll 5', 3'- RACE 方法 扩 增 高 梁 LE43 基因 
的 全 长 cDNA 序列 ， 经 过 序列 拼接 ， 最 终 获 得 了 
1 032 bp 全 长 cDNA 序列 。 该 序列 包含 一 个 612 
bp 的 阅读 框 ， 编 码 203 个 氨基 酸 残 基 的 LEA E 
F1 (GenBank accession number; GQ494000 ) 。 
2.2 BR LEA 基因 启动 子 序列 及 应 答 元 件 分 析 

Tail-PCR 方法 扩 增 高 梁 LE43 基因 启动 子 结 
果 如 图 1 所 示 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 选择 超过 
750 bp 的 片段 ， 回 收 产 物 测定 结果 为 790 bp, H 
中 41 bp 5 DNA 序列 重 琶 。 用 启动 子 在 线 分 析 软 
TT. http ://www-bimas. cit. nih. gov/molbio/proscan/ 分 
析 表 明 该 序列 具有 预测 的 启动 子 区 域 ， 大 约 位 于 
-426 bp 至 -175 bp, 

利用 PLACE 在 线 启动 子 元 件 预测 程序 http ;// 
www. dna. affrc. go. jp/PLACE/signalscan. html 分 
析 表 明 TATA-box 位 于 -211 bp, CAAT-box 位 于 - 
333 bp， 还 有 一 些 重要 的 与 抗旱 相关 以 及 和 豚 胎 
发 育 阶段 相关 的 作用 元 件 (图 2)， 如 W-box, 
G-box, DREB, 、 脱 落 酸 相应 元 件 ABRE (核心 序 


Tail-PCR 第 3 轮 











AD2 AD3 AD4 AD5 AD6 AD7 AD8 


M. DNA 分 子 量 标准 ; ADI ~ ADS. PCR 扩 增 产物 
Tail-PCR production of LEA3 promoter from Sorghum bicolor M. DNA 2000 marker; AD1-AD8. PCR production 
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列 是 ACGTG) , Embryo and endosperm specific 等 。 
据 报 道 ， 已 经 鉴定 出 的 ABRE (ABA Responsive 
Element) 元 件 是 LEA3 基因 启动 子 应 答 ABA 信 
号 的 顺 式 元 件 , 证实 了 LEA3 基因 受 ABA 调控 ; 
此 外 , TE LEA3 基因 启动 子 中 还 具有 与 基因 表达 
阶段 有 关 的 元 件 ， 这 些 元 件 暗示 了 该 基因 的 表达 
特点 ( 孙 立 平和 李 德 全 , 2003; Ramanjulu , 2002) 。 
2.3 高梁 LEA3 蛋白 氨基 酸 序列 分 析 及 系统 进 
化 树 的 构建 
2.3.1 高 梁 LEA3 蛋白 理化 性 质 分 析 KAR 
LEA3 基因 的 氨基 酸 序 列 与 玉米 (NMO01111828 ) 、 
小 麦 ( AY148492 ) 、 水 稻 (DQ789359), KÆ 
(X78205) 的 LEA3 蛋白 序列 通过 DNAMAN 软 
件 分 析 比 较 ， 氨基 酸 序列 同 源 性 分 别 为 73. 8% 、 
53.77% 、45.63% 和 53.99% ; 与 禾 本 科 以 外 的 
其 他 植物 LEA 蛋白 比较 ， 同 源 性 较 低 ， 与 油菜 

















成 亲 水 的 a- 螺 旋 结 构 ， 与 植物 抗旱 性 密切 相关 ， 
但 由 于 物种 不 同 ， 所 以 在 重复 次 数 上 也 存在 变 
异 。 图 3 是 高 梁 LE43 基因 的 核 背 酸 序列 ， 其 中 
存在 5'UTR (起 始 密 码 子 ATG 上 游 ) 183 bp, 3' 
UTR (终止 密码 子 TAG 下 游 )237 bp。 开 放 阅 
读 框 编码 的 203 个 氨基 酸 残 基 中 ， 包 含 了 7 个 串 
联 的 保守 基 元 序列 ( 下划线 部 分 表示 )， 其 中 有 
6 个 基 元 序列 属于 重复 序列 。 

2.3.2 高 梁 LEA3 蛋白 亲 / 玖 水 性 分 析 ”对 高 梁 
LEA3 和 蛋白 序列 进行 分 析 ， 其 多 数 特征 与 LEA3 
蛋白 的 特征 相符 合 ( 赵 咏 梅 等 ， 2006)， 高 梁 
LEA3 蛋白 舍 丙 氨 酸 (18.2%), HAR (14.3% )、 
苏 氨 酸 (14.8% ) 、 谷 氨 酸 (9.4% ) 和 谷 氨 酰胺 
(9.4960) 等 亲 水 性 和 氨基酸， 并 且 不 舍 腿 氨 酸 、 
色 氮 酸 、 半 胱 氮 酸 和 葵 丙 氨 酸 。 如 图 4 示 ， 该 蛋 
白 仅 从 大 约 第 136 位 氨基 酸 到 174 位 氨基 酸 区 间 

















和 棉花 的 同 源 性 分 别 为 30% M 31%; 对 高 梁 
LEA3 基因 全 序列 进行 开放 阅读 框 分 析 ， 发 现 仅 
在 184 ~796 bp 之 间 有 一 个 开放 阅读 框 ， 编 码 203 
个 氨基 酸 , 计算 其 理论 相对 分 子 量 为 21. 22 kDa, 
等 电 点 pI- 8. 79, 

另外 ， 高 梁 LEA3 蛋白 序列 包含 串联 的 保守 
基 元 序列 (TVA A/T O/E A/T A/T K/R Q/ED 
K/R A/T X E/DQ), x/& T LEA3 蛋白 的 典型 结 
构 特征 ( 赵 咏 梅 等 ,2006)。 该 基 元 序列 可 以 形 


形成 疏水 区 域 ， 其 余 均 为 亲 水 性 区 域 。 

2.3.3 ”有 蛋白质 二 级 结构 分 析 与 功能 预测 mx 
LEA3 蛋白 的 二 级 结构 分 析 (图 5) 显示 ， 该 蛋 
白 二 级 结构 中 有 占 75.37% 的 a- 螺 旋 结 构 ， 其 百 
分 比 大 于 45% ， 是 主导 结构 ， 故 高 梁 LEA 蛋白 
属于 全 a 蛋白， 符合 Chou 等 (1995) 研究 
LEA3 蛋白 特征 结构 特点 ， 此 外 ， 高 梁 LEA3 蛋白 
二 级 结构 中 无 规 卷 曲 占 17. 24% 、 延 伸 链 5. 4296 、 
B- 转 角 1.97%, M B-J ÆA E 0.0396 <5% , iX 




















TICAGGITICGIGTIICGICGAAGCGAGCGCGIGAGCACATGGCA[IGACC]TGGCCACCTGG|C TC TC GC GCGCGCGCACCGCGCACCGCGCATTA 
RRRA W-box G-box 
CICCACCGCACCACCACCAAGTGGCCTATACTAGCCAGTTIGATCGAGAGCAGGAA AGCCGCATCCAACTTGTAGTCGCCACTGCCAGCATTTCT 
ABA 相关 作用 元 件 


TCCTATCCAICTGAICAICTGGTGATGAGATICGATCGTGAICATCATCGGGCCGGTCCGGGGATCATCGGTACCGTGCACCATCGCATCGAAAGGA 


ACGCACCCGATTIGTACTIGTACTTGTICGGGGTTICTTTATTAICTCCTICGCGTGCTTGGCTTTTAGTGTCTGCATGTGGTGGTGGTGGTGGTGGT 





ABA 相关 作用 元 件 


GGCGCTGGTGACCAACGTCTATGGGCGCGC GCcGAGC[CAXTIC AGC TCCATCTACATGGGCAGGCTICGCGAAGGTACGGAGCCGTGACACAACG 





CAAT-box ABREJz 


CGIGICCTITICTACGTGGCCGTCATGTAGCAGCCCCGCCACGCTACGIGICCCACGGCTGCAGCT[IATAAATATAJGCCCGTGTAAGGCCCCTAGG 





ABA 相关 作用 元 件  OEGTUBRXÓEBHCUÓM ABRE 元 件 TATA-box 
CATCAGTAGCTGTTIGAAGCTICAGCTGAGCAGCAGCAGCATCATCATCATCACCACCGTCGTCAGTAGCCAAGTGTATTTITICCTAGCGATTIGC 


ATIGCGCGATCTGTICCIGGCCAGTTTIAATTAGTIGCAGAGCGAGCTGAGCTICACGAGCTTITGAGAGACCCCTGCTGCGTGCC 








图 2 高 粱 ZE43 基因 启动 子 区域 序 列 及 预测 的 转录 因子 结合 位 点 


Fig.2 Promoter region sequence gene rated and its transcriptional factor of LEA3 homologue from Sorghum bicolor 
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与 LEA 和 蛋白质 序 列 二 级 结构 主要 由 wa- 螺旋 组 成 ” 化 树 ， 从 图 6 PUMAS, B, KEAK 12 种 
有 关 (Tolleter 等 , 2007) 。 禾 本 科 植 物 各 聚 为 一 文 ， 在 禾 本 科 植 物 ZLE43 基因 
2.3.4 系统 树 的 构建 ”图 6 是 基于 Cenebank fü 的 聚 类 分 支 中 ， 高 粱 与 金发 草 同 时 和 玉米 聚 为 一 
登 出 来 的 所 有 禾 本 科 植 物 LE43 基因 构建 的 ML 进 <, 其 余 LEA3 基因 的 禾 本 科 植 物 聚 为 一 文 。 


TCGATCAG TAGC TG TT TG AAGC TTCAGC TG MG CAGC AGCAGC ATCA TC ATCA TC ACCAOCGTOG TC. A65 TAGCCA AG TG TATT TT TCCT AG 
CGATTTGCATTGOGOG ATCTGT TCCTGGOC AG TT TAAT TAGT TG CAGAGCGAGC TG AGCT TC ACGAGCTT TTGAGAGAOCOC TGCTGCGT 
GCC 
1 ATGGCTTCCCACCAGGACAAGGC TAGC TACC AG GCOG GCGAGG OC AAGGCAOG CAOCGAGG A A&GTCTGGGC AG GCGA TG GGGGOG ACC 
NK ÀS$SHQDEKASYQAGES AÀKARTEEK SGQANMGAT 30 
91 AAMGGACAOGGCGC AG CAOG OC AAGG A ACCAOC AAGC HS AÀGGOG TCOG AC TCOG AC ACOGGC AG CT ACCT TGGCCAGA AG ACOG AG GAG 
KD  TAÀGQH AÀAKETTEKGK ASDSDTGSYLGQKTEE 60 
181 GOCAAGC AC AÀGGOCGGOC Mf ACCAOGGAGTOC ACCA AG CAGA AG GCOG GCCAGACC AC GG A5 GCOG OC AAGC AG A&GGOCGCOG AG ACC 


AK HK ÀAGQITE STEKGQEKAGQITEARAKQEKAAEILTI 90 





211 AOGGAGGOG ACCA AGCAGAAGGCOGGCGAGAOS ACGG A GCGACC AAGC AG A&GAOCGCOG Ai ACGAOGGAGGOC ACCA MG CAGA AG GCC 

TE ATEKQEK A GE TTEA TK a Ek TA ET TE A Tk Qa k a& 120 
361 GOCGAGGOCATGG BAGCCAOC AAGC AG AAGGOCGCOG SSGCOGGGCAGT ACGCCAAGGAGACCGTOG TCTCOGGC AAGG AC A&GTOCGCC 

À E AM EA I.K QLK AAEAGGQYAKETVVSGEKDEK SA 150 
451 GGCGTCATCCAGC AGGCCAOCGAGC AGGTGA Af; AG OG OG GCGGOCGGOG CC AAGG ACGCGG TG ATGA AC ACGC TGGGGAÀ TG GG OG GGGAC 

GV IQQ A TE QVEKS AA AG ÀAKDAVMNTLGHMGGD 180 
541 ABCAACAGC AAGC AG AG OG AC AC AA AC ACOG AC AG CAGC AÀGG AC TCCTOC ACCA TC ACCAGAGA TC AC TAG 

NNSKGQ SDTNTIDSSKDSSTITRDHS* 203 

TTTCGTTCTAOCGGATT TGGTGC TG TAAG TT TA4AT TCGCOG TTGC TG TGGT TC TTGGGTCA TG AAGAGTGTCTGT AA AC GAGTOGOG TG GA AG 


TGTTCTTTGTTATAAT AA AG TTGG TAAAGCCT AA TATATAGCATGT AGCT TG TGGCCT 





图 3 PESE LEAS 基因 核 苷 酸 序列 及 其 所 编码 的 氨基 酸 序列 
下 划 线 代表 基 元 序列 ;波浪 线 表示 加 尾 信号 ;阴影 部 分 表示 起 始 密码 子 ;* 表示 终止 密码 子 


Fig.3 Nucleotide and deduced amino acid sequence of LEA3 proteins from Sorghum bicolor 








The motif sequences was underline; poly A signal was waved; the initiation codon sequence was shade; * was termination codon 
q ; poty 8 ; q ; 


Kyte & Doolittle Scale Mean Hydrophobicity Profile 
Scan-window size=13 
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图 4 ”高粱 LE43 基因 片段 的 亲 水 性 分 析 
Fig.4  Hydrophilicity analysis of LEA3 gene fragment in Sorghum bicolor 
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图 5 高 粱 LEA3 蛋白 二 级 结构 的 预测 
Fig.5 Secondary structure analysis of LEA3 protein 
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Medicago truncatula 
Glycine max 
Zizania latifolia 
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Pogonatherum paniceum 


图 6 高 梁 LE43 基因 片段 与 13 个 LE43 基因 的 聚 类 分 析 结 


Fig.6 Phylogenetic tree based on alignment of the deduced amino-acid sequences of LEA3 homologoue 13 known genes 





3 讨论 

不 同 物 种 的 LEA3 蛋白 ， 其 大 小 差异 很 大 ， 
基 元 序列 的 拷贝 数 也 有 较 大 的 差异 ， 如 棉花 的 
LEA 蛋白 只 有 5 个 〈 罗 克明 等 , 2002) ， 李 乐 等 
(2011) 研究 中 大 豆 则 超过 30 个， 高粱 LEA E 
白 只 有 7 个 串联 的 保守 基 元 序列 ， 该 基 元 序列 能 
形成 兼 性 -螺旋 结构 ， 在 植物 细胞 脱水 时 提供 
BKK Z8 7K x Ifi (Dure，1993; 俞 嘉 宁 和 山 
4,2002; Choi 等 , 1999) ， 推 测 该 基因 保守 基 元 
序列 拷贝 数 的 差异 可 能 与 植物 的 抗旱 性 机 制 相 
X, 具体 机 制 有 待 进一步 研究 。 

对 高 梁 LEA3 蛋白 氨基 酸 序列 和 和 蛋白质 的 结 
构 预 测 ， 可 以 推测 LEA3 蛋白 具有 和 较 强 的 亲 水 














性 。 高 梁 的 LEA3 蛋白 含有 11 个 氨基 酸 残 基 组 
成 的 重复 基 元 序列 ， 可 能 形成 螺旋 结构 ， 其 中 政 
水 氨基 酸 形成 螺旋 蛋白 质 的 疏水 界面 ， 其 余 的 形 
RAKAM, AIk, LEA 蛋白 形成 同 
型 二 聚 体 ， 而 带电 荷 的 氨基 酸 残 基 可 以 束缚 带电 
离子 ， 从 而 避免 干旱 胁迫 时 高 浓度 的 离子 积累 损 
伤 细胞 ， 同 时 也 保护 细胞 不 受 高 渗透 压 的 损害 。 
这 可 能 是 高 梁 LEA3 蛋白 的 重要 功能 之 一 。 
LEA3 基因 是 在 种 子 成 熟 后 期 丰富 表达 的 一 
类 基因 ， 其 表达 或 蛋白 积累 与 植物 的 渗透 胁迫 抗 
性 正 相 关 (Jayaprakash 等 ，1998 ; Suprunova 等 ， 
2004), LEA3 基因 启动 子 具 有 较 强 的 发 育 阶段 和 
组 织 特异 性 ， 其 表达 一 般 受 与 水 势 有 关 的 因子 的 





592 植物 分 类 与 资源 学 报 


第 35 卷 








诱导 。 而 受 ABA 诱导 的 大 多 数 的 LE43 基因 启动 
子 都 具有 ABRE 和 DREB 等 作用 元 件 ( 裴 金玲 
等 , 2012) 。 本 研究 分 离 克 隆 的 高 梁 LE43 基因 有 局 
动 子 中 存在 ABRE (应 答 ABA 信号 元 件 ) 和 
DREB (逆境 胁迫 应 答 元 件 ) 作用 元 件 ， 而 这 些 
元 件 是 如 何 与 多 种 转录 因子 相 结合 ， 并 能 准确 和 
多 样 调控 高 梁 LE43 基因 的 表达 需要 作 进 一 步 详 
细 研 究 。 

目前 ， 从 禾 本 科 克 隆 的 LEA3 基因 的 启动 子 还 
比较 少 ， 以 禾 本 科大 麦 为 例 ， 对 比 高 梁 的 LE43 基 
因 和 大 麦 的 HVAI 基因 的 启动 子 序列 (Li 和 Wang, 
1998) ， 高 粱 LEA3 基因 启动 子 含 2 个 ABRE 作 
用 元 件 、1 个 DREB 作用 元 件 、3 个 ABA 作用 元 
TF; KÆ HVAL 启动 子 中 包含 3 个 ABRE 作用 元 
件 和 一 个 C-box， 这 些 作 用 元 件 的 种 类 、 数 量 与 
功能 可 能 与 植物 对 胁迫 的 反应 有 关 ， 这 也 暗示 了 
植物 抗旱 性 机 制 的 可 能 作用 机 理 。 
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